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論 文 内 容 要 旨
[研 究 背 景]
Gタ ンパ ク質共役 型受 容体(GPCR)は,視 覚 ・嗅覚 ・痛 覚な どの知覚 や,認 知,代 謝 内分
泌,炎 症 な ど,様 々な生理 的役割を担 ってい る。GPCRは,そ の活性異 常が ヒ トの多 くの病態
の原因 にな ってお り,こ れ らの疾病 の薬物治療標 的 と して最 も注 目され て きた分 子群 であ る。
GPCRの 活性 を制御 す る試 みは一部 の薬剤 にお いて歴 史的 に大 きな成功 を収 め て いるが,多 数
の他 の薬剤 において は標 的GPCRへ の特異性や効 果の不完全 さな ど,種 々の問題 や制 限を抱 え
てい る。近 年,GPCRを 介 した シグナル伝達 の制御 には受容体 の細胞 内 トラフ ィ ックが大 きな
役割 を果 た してお り,ま た,多 くの細胞 内分子が受容体 カルボキ シ末端 と結合 し受 容体の細胞 内
トラフ ィックを制御 していることが明 らかにな ってきた。 この受容体 の細胞 内 トラ フィックの制
御 こそが,細 胞が担 う受容体活性や耐性発現の もっと も大 きな決定因子の一つ であ ると考 え られ
る。GPCRの 細胞 内局在 の制御 に関 して は,分 子 レベ ルでの解析 が世 界的 に見 て もほとん ど進
んで いない。 ヒスタ ミンH3受 容体(H3R)はGタ ンパ ク質共役型受容 体で あ り,シ ナプス前
膜 の 自己受容体 と して ヒスタ ミン自身の放出を抑制 す るばか りでな く,セ ロ トニ ン,ド パ ミン,
ノルア ドレナ リンな どの,広 範な神経 伝達物質 の放 出を制 御 し,中 枢及 び末梢 神経情報伝達系の
抑制性 モ ジュ レー ター として注 目を集 めて いる。H3受 容体拮抗薬 はアル ツハ イマー病 や,注 意
欠陥多 動性 障害(ADHD)な どの学習 ・記憶障 害や,統 合失調症,ま た最 近で は神経 因性痩痛
の治療へ の適用 が期 待 され ている。H3受 容体細胞 内 トラフィ ック制御 の一端 を明 らかにす るこ
とがで きれ ばH3受 容体 に関連 した病態の解明やH3受 容体 をターゲ ッ トと した創薬 に貢献 でき
るもの と考 え られ る。
[方 法 ・ 結 果]
酵母Two-Hybrid系を使 ってH3Rカ ルボキ シ末 端 と相 互結合反応 す る細 胞 内 タ ンパ ク質 を
スク リーニ ング し,そ の結果,chlorideintracellularchannel4(CLIC4)を同定 した。invitro
の結合実 験 を行 い,H3RとCLIC4の 結合を確認 し,さ らにCLIC4との結 合活性 の あるH3R
のア ミノ酸配列 を明 らかに した。実際 に細胞 内にお いてH3RとCLIC4が 相互 反応 してい るか
どうかを調 べ るため に,H3R及 びCLIC4を発現 させ たPC12細胞 を用 いて蛍光 抗体法 を行 っ
た ところ,細 胞 表面 における共局在 が観察 され た。 さ らにラ ッ ト脳抽 出液 を用 いた免疫沈降実験,
ラ ッ ト小脳 初 代培養細胞 の蛍光抗体法 によ りこれ ら2つ のタ ンパ ク質 の細胞内で の相互反 応が明
らか とな った。次 に,CLIC4とH3Rの 相互作用 の生 理的意義 を解 析す るため に,CLIC4及び
H3R特 異的 な抗体 を作 成 し,さ らに神経系細胞 への効率 的な遺伝子 導入 を可能 とす る組換 えア
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デノウイル スを用 いて一過 性発現系 を構築 した。 これ らの材料 を用 いてH3RとCLIC4を 培養細
胞(PC12細胞またはCHO細 胞)に 共発現 させ,細 胞表面 に局在す るH3Rをflowcytometry,
radio-1igandreceptorassay,及びcell-basedELISAによ り検討 した ところ,い ずれの場合 に
お いて も,細 胞表 面のH3受 容体数 が,共 発現 させ たCLIC4の量依 存的 に増加す る ことが示 さ
れ た。H3RとCLIC4と の相 互反応 が重要 である ことを検証 す るために,CLIC4結合 活性 に必
要 なH3RF419に点突然 変異 を加 え,CLIC4結合 活性(一)の 変 異型H3受 容体(H3RF419
A)を 作成 した。 この変異型受容体H3RF419Aを 用 いてCLIC4による受容体細胞表 面発現へ
の影響 を検討 した ところ,細 胞表面 の受容体量 は増加 しなか った。
[結 論]
H3Rカ ル ボキ シ末端 と相互 結合す る細 胞内分子 と してCLIC4が同定 され,さ らにCLIC4の
共 発現 によりH3受 容体 の細胞表面発現がCLIC4の量依存 的 に増加す ることが示 された。CLIC4
結 合活性(一)の 変 異体で あるH3RF419A受容体 ではCLIC4による影響 を受 けなか った こ と
か らH3RとCLIC4の 直接結 合が受容体細胞表面発現 の増加 に必要 であ ることが示 された。 本
研 究 はH3Rの 細胞 表面 へ の輸送 に関与 す る新 しい分子 の存在 を明 らか に した もので あ り,
H3Rさ らには多 くのGPCRの 細胞 内 トラフィ ック研究の進展 に寄 与す るもの と考 え られ る。
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審 査 結 果 の 要 旨
Gタ ンパ ク質共役 型受容体(GPCR)は,視 覚 ・嗅覚 ・痛覚 な どの知覚 や,認 知,代 謝,内 分
泌,炎 症 な ど,様 々な生理 的役割 を担 っている。GPCRは,そ の活性異常 が ヒ トの多 くの病態
の原 因に な って お り,こ れ らの疾病 の薬物 治療 標的 と して最 も注 目されて きた分 子群 で あ る。
GPCRの 活性 を制御 す る試み は一部の薬剤 にお いて歴史 的 に大 きな成功 を収 め て いるが,多 数
の他の薬剤 において は標 的GPCRへ の特異性 や効果 の不完 全 さな ど,種 々の問題 や制 限 を抱 え
て いる。近 年,GPCRを 介 した シグナル伝達の制御 に は受 容体の細胞 内 トラ フィ ックが大 きな
役割 を果 た して お り,ま た,多 くの細胞内分子が受容体 カルボキ シ末端 と結合 し受容体 の細胞 内
トラ フィックを制御 してい ることが明 らかにな って きた。 この受容体 の細胞 内 トラフ ィ ックの制
御 こそが,細 胞が担 う受容体 活性や耐性発現の もっと も大 きな決定因子の一つ であ ると考 え られ
る。GPCRの 細胞 内局在 の制御 に関 して は,分 子 レベ ルでの解析 が世 界的 に見て もほ とん ど進
んで いな い。
ヒス タ ミンは,GPCRのH1-H4受 容体 を介 して,血 圧降下,血 管透過性亢進,平 滑筋 収縮な
どの薬理作 用 を もち,ア レルギー反応や炎症 の発現 に介在物質 として働 いて い る。 また,神 経組
織 では神経伝達物質 と して睡眠 ・覚醒 食欲な ど基本 的な活動 を制御 している。本論文 にお いて,
酵母Two-Hybrid法によ り,ヒ スタ ミンH3受 容体(H3R)カ ル ボキ シ末端 と相互結 合す る細
胞 内タ ンパ ク質 と してchlorideintracellularchannel4(CLIC4)を同定 し,invitroの結合実
験,ラ ッ ト脳 抽 出液 を用 いた免疫沈 降実験,培 養 細 胞 を用 い た蛍光抗 体 法 によ り,H3Rと
CLIC4の相互 反応 が示 された。 さ らに,細 胞表面 に局在 す るH3Rを フ ローサ イ トメ トリー,
リガ ン ド結合実 験,及 びcell-basedELISAによ り検討 した ところ,い ずれ の場 合 にお いて も,
CLIC4との共 発現 に よ りH3受 容体の細胞表面発現 がCLIC4の量依存的 に増加 す る ことが観察
された。CLIC4結合 活性(一)の 変異体 であるH3RF419A受 容体 ではCLIC4による影 響 を
受 けなか った ことか らH3RとCLIC4の 直接結合 が受容体細胞 表面発現の増加 に必 要 であ る こ
とが示 された。
ヒスタ ミンH3受 容体 は,ヒ スタ ミン神経系ばか りで な く広範な神経伝達 物質 の放 出を制御 す
る中枢 及 び末梢神 経情報伝 達系の抑制性 モジュレー ター と して注 目を集めて いる。H3受 容体拮
抗 薬 はアル ツハ イマ ー病 や,注 意欠陥多動性障害(ADHD)な どの学習 ・記憶 障害 や,統 合失
調症,ま た最近 では神経 因性疼痛の治療への適用が期待 されている。H3受 容体細 胞 内 トラフ ィッ
ク制御の"端 を明 らか にす ることができればH3受 容体 に関連 した病態の解明やH3受 容体 をター
ゲ ッ トと した創薬 に貢献 できる もの と考 え られ る。本 研究 はH3Rの 細胞表面へ の輸送 に関与 す
る新 しい分子 の存在 を明 らかに した ものであ り,H3Rさ らには多 くのGPCRの 細胞 内 トラフ ィッ
ク研究の進 展 に寄与 す る ものである。
よって,本 論 文 は博士(医 学)の 学位論文 と して合格 と認 める。
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